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(57)【要約】
【課題】本発明は、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃ
ｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）を特異
的に検出する方法を提供することを目的とする。
【解決手段】本発明は、試料添加部、標識物質保持部、
検出部を有するクロマトグラフ媒体部及び吸収部を含む
、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓ
ｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）を検出するための免疫ク
ロマト分析装置であって、前記標識物質保持部及び検出
部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列から
なる前記水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺ
ＶｇＥ）のアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体
を含有する、免疫クロマト分析装置を提供する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料添加部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体部及び吸収部を含む
、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）を
検出するための免疫クロマト分析装置であって、
　前記標識物質保持部及び検出部のいずれか一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなる
前記水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列１０８－１３
５番目を認識する抗体を含有し、もう一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなる前記水
痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列４８－８８番目を認
識する抗体を含有する、免疫クロマト分析装置。
【請求項２】
　前記試料添加部に添加する試料が、前記水痘帯状疱疹ウイルスを含む水疱内容液である
、請求項１に記載の免疫クロマト分析装置。
【請求項３】
　前記標識物質保持部が含有する標識物質が金コロイド粒子であり、前記標識物質保持部
が前記金コロイド粒子を、０．０５～１．５μｇ／ｃｍ２含有する、請求項１または２に
記載の免疫クロマト分析装置。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の免疫クロマト分析装置と、検体を希釈して展開す
るための検体希釈液とを含む、免疫クロマト分析キット。
【請求項５】
　前記検体希釈液が少なくとも１種の非イオン性界面活性剤を含有する、請求項４に記載
の免疫クロマト分析キット。
【請求項６】
　試料添加部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体部及び吸収部を含む
免疫クロマト分析装置を用いて、検体中の水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－
Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）を検出する方法であり、前記免疫クロマト分析装置
の前記標識物質保持部及び検出部のいずれか一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなる
前記水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列１０８－１３
５番目を認識する抗体を含有し、もう一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなる前記水
痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列４８－８８番目を認
識する抗体を含有し、以下の工程（１）～（４）を含む免疫クロマト分析方法。
（１）検体希釈液により検体を希釈した検体含有液を試料添加部に添加する工程
（２）標識物質保持部に保持されている抗体により水痘帯状疱疹ウイルスを認識させる工
程
（３）前記検体及び抗体を移動相としてクロマトグラフ媒体部に展開させる工程
（４）展開された移動相中の水痘帯状疱疹ウイルスを検出部に含まれる抗体により検出す
る工程
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、水痘帯状疱疹ウイルスの検出のための免疫クロマト分析装置、免疫クロマト
分析キットおよびその検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）は
、α－ヘルペスウイルス亜科に属し、約１２５ｋｂｐの塩基配列からなる線状２本鎖ＤＮ
Ａを有するウイルスである。このウイルスは、ヒトに対して初感染時に水痘（ｖａｒｉｃ
ｅｌｌａ）を引き起こし、治癒後の非活動期は神経細胞周囲の外套細胞に潜伏しており、
何らかの原因で免疫力が低下するとウイルスが再び活性化し、帯状疱疹（ｚｏｓｔｅｒ）
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を引き起こす。免疫抑制状態（免疫抑制剤使用、悪性腫瘍、免疫不全等の基礎疾患）のヒ
トがＶＺＶに初感染、あるいは再活性化した場合、重症化し、時に致命的になることもあ
り、早期治療を行うための迅速診断法の確立が望まれている。
【０００３】
　特許文献１には、帯状疱疹後の神経痛等の予防または治療の手段として、水痘帯状疱疹
ウイルスの前初期タンパク質ＩＥ６２を認識し、かつ、脳由来神経栄養因子と交差反応す
る抗体を用いた、神経疾患の予防または治療剤が開示されている。
　特許文献２には、ＤＮａｓｅＸタンパク質の機能を増強するエンドサイトーシス依存性
ＤＮＡ取り込み抑制剤が開示されており、ヒトＤＮａｓｅＸを抗原として間接的に、水痘
帯状疱疹ウイルス等に起因する病状を予知する方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特許第５２７９５０４号明細書
【特許文献２】特開２００８－２５３１８８号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかしながら、特許文献１に記載の方法は、ＶＺＶによって引き起こされる神経痛の原
因を検出、または治療する方法であって、ＶＺＶを特異的に検出するものではない。また
、特許文献２に記載の方法においても、ＶＺＶそのものを直接検出するのではなく、ヒト
ＤＮａｓｅＸを抗原として間接的に病状を予知する方法である。このように、これまで、
ＶＺＶを特異的に検出する方法は確立されておらず、迅速にＶＺＶの感染を診断すること
ができなかった。そこで本発明は、迅速にＶＺＶの感染を診断する手段を提供することを
課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　ＶＺＶは、糖タンパク質であって、免疫グロブリンＧのＦｃ部位を捕捉する機能を持つ
水痘帯状疱疹ウイルス糖タンパク質Ｅ（以下、ＶＺＶｇＥともいう）を有している。この
ＶＺＶｇＥは、他のα－ヘルペスウイルス（例えば、ＨＳＶ、ＢＨＶ、ＦｅＨＶ等）が有
する糖タンパク質Ｅ（ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅ、ｇＥ）と、アミノ酸配列において
約５０％程度の相同性を有しており、それぞれのｇＥはその機能、構造ともに類似してい
る。
【０００７】
　本発明者らは、ＶＺＶを直接検出する手段として、上記ＶＺＶｇＥに着目し、鋭意研究
した結果、ＶＺＶｇＥのある特定の領域を認識する抗体は、他のα－ヘルペスウイルスと
は交差反応を示さず、ＶＺＶを特異的に検出できることを見出した。
　そして、ＶＺＶｇＥの特定の領域を認識する抗体を用いた免疫クロマト分析装置によれ
ば、迅速に、そして簡易にＶＺＶのヒトへの感染を診断できることを見出し、本発明に至
った。
【０００８】
　したがって、本発明は以下の通りである。
１．試料添加部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体部及び吸収部を含
む、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）
を検出するための免疫クロマト分析装置であって、
　前記標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列からな
る前記水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列１－１８８
番目を認識する抗体を含有する、免疫クロマト分析装置。
２．試料添加部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体部及び吸収部を含
む、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）
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を検出するための免疫クロマト分析装置であって、
　前記標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列からな
る前記水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列１０８－１
３５番目を認識する抗体を含有する、免疫クロマト分析装置。
３．前記試料添加部に添加する試料が、前記水痘帯状疱疹ウイルスを含む水疱内容液であ
る、前記１又は２に記載の免疫クロマト分析装置。
４．前記標識物質保持部が含有する標識物質が金コロイド粒子であり、前記標識物質保持
部が前記金コロイド粒子を、０．０５～１．５μｇ／ｃｍ２含有する、前記１～３のいず
れか１に記載の免疫クロマト分析装置。
５．前記１～４のいずれか１に記載の免疫クロマト分析装置と、検体を希釈して展開する
ための検体希釈液とを含む、免疫クロマト分析キット。
６．前記検体希釈液が少なくとも１種の非イオン性界面活性剤を含有する、前記５に記載
の免疫クロマト分析キット。
７．試料添加部、標識物質保持部、検出部を有するクロマトグラフ媒体部及び吸収部を含
む免疫クロマト分析装置を用いて、検体中の水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ
－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）を検出する方法であり、前記免疫クロマト分析装
置の前記標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列から
なる前記水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列１－１８
８番目を認識する抗体を含有し、以下の工程（１）～（４）を含む免疫クロマト分析方法
。
（１）検体希釈液により検体を希釈した検体含有液を試料添加部に添加する工程
（２）標識物質保持部に保持されている抗体により水痘帯状疱疹ウイルスを認識させる工
程
（３）前記検体及び抗体を移動相としてクロマトグラフ媒体部に展開させる工程
（４）展開された移動相中の水痘帯状疱疹ウイルスを検出部に含まれる抗体により検出す
る工程
【発明の効果】
【０００９】
　本発明は、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、
ＶＺＶ）の糖タンパク質Ｅ（ｇＥ）の特定の部位に結合する抗体を用いた免疫クロマト分
析装置である。本発明の免疫クロマト分析装置を用いることによって、ＶＺＶを特異的に
迅速かつ簡易に検出できる。すなわち、水痘、帯状疱疹の診断をより確実かつ迅速に行う
ことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】本発明の一実施形態の免疫クロマト分析装置の構造を説明するための断面図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下に、本発明を実施するための形態を説明する。
【００１２】
　本発明の、水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、
ＶＺＶ）を検出するための免疫クロマト分析装置は、検体を添加する試料添加部と、標識
物質を保持する標識物質保持部と、ＶＺＶを検出する検出部を有するクロマトグラフ媒体
部と、検出部を通過した液体を吸収する吸収部とを備え、標識物質保持部及び検出部のい
ずれもが、ＶＺＶの糖タンパク質Ｅ（以下、ＶＺＶｇＥともいう）を認識する抗体を含有
しており、特に、標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸
配列からなるＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を含有することを
特徴としている。好ましくは、標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号
１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇＥのうち、アミノ酸配列４８－１３５番目を認識する
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抗体を含有することであり、より好ましくは、標識物質保持部及び検出部の少なくとも一
方が、配列番号１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇＥのうち、アミノ酸配列４８－８８番
目、８９－１０７番目、及び１０８－１３５番目の少なくともいずれか１つを認識する抗
体を含有することであり、特に好ましくは、標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方
が、配列番号１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇＥのうち、アミノ酸配列１０８－１３５
番目を認識する抗体を含有することである。以下、標識物質保持部及び検出部の少なくと
も一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目
を認識する抗体を含有する場合を例に説明をするが、標識物質保持部及び検出部の少なく
とも一方が含有する抗体の好ましい態様は、上記のとおりである。
【００１３】
　水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）は
、α－ヘルペスウイルス亜科に属し、水痘（ｖａｒｉｃｅｌｌａ）及び帯状疱疹（ｚｏｓ
ｔｅｒ）の病原媒体である。このＶＺＶが有する糖タンパク質の１つである、水痘帯状疱
疹ウイルス糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）は、配列番号１に示される６２３個のアミノ酸
からなり、アミノ酸配列１－５４４番目にあたる細胞外領域（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａ
ｒ　Ｄｏｍａｉｎ）、アミノ酸配列５４５－５６２番目にあたる膜貫通領域（ｔｒａｎｓ
ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｄｏｍａｉｎ；ＴＭ）、アミノ酸配列５６３－６２３番目にあたる細
胞質尾部（Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ　Ｔａｉｌ）から構成されている（Ｊｕｒｉｅ　Ｋ　
ｅｔ　ａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，Ｊａｎ．１９９７，ｐ１１０－
１１９）。
【００１４】
　本発明に使用する抗体のうち、後述する免疫クロマト分析装置の標識物質保持部及び検
出部の少なくとも一方が含有する抗体は、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列のうち１－１８８番
目を認識する。ここで、本明細書において、抗体がある特定のアミノ酸配列を「認識する
」とは、該特定のアミノ酸配列に対して、それ以外の他のアミノ酸配列よりも高い親和性
をもって結合することを意味する。
【００１５】
　上記したように、ＶＺＶｇＥは他のα－ヘルペスウイルスのｇＥと約５０％程度のアミ
ノ酸配列の相同性を有する。本発明においては、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番
目を認識する抗体を用いることで、相同性の高い他のα－ヘルペスウイルスとも交差反応
なく特異的にＶＺＶを検出する免疫クロマト分析装置を提供することが可能となる。
【００１６】
　本発明の免疫クロマト分析装置においては、その標識物質保持部及び検出部の少なくと
も一方に、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を含有させておく。
すなわち、標識物質保持部のみに上記抗体を含有させておいてもよいし、検出部のみに上
記抗体を含有させておいてもよいし、標識物質保持部及び検出部の両方に上記抗体を含有
させておいてもよい。
【００１７】
　標識物質保持部及び検出部のいずれか一方のみに上記抗体を含有させておくことが好ま
しいのは、標識物質保持部に担持された抗体（以下、第一抗体ともいう）が認識するＶＺ
ＶｇＥの部位と、検出部に担持された抗体（以下、第二抗体ともいう）が認識するＶＺＶ
ｇＥ部位とが異なることによって、抗体結合によりエピトープがマスクされることなく、
または抗原の立体構造変化による影響等の相互作用を受けることなく、以下に示すような
サンドイッチ構造が形成され、検出感度が向上するからである。すなわち、まず、標識物
質保持部に担持された抗体（第一抗体）が、ＶＺＶｇＥの一部に結合する。続いて、検出
部に固定化された抗体（第二抗体）が、第一抗体が結合した箇所とは別の箇所に結合する
ことによって、ＶＺＶｇＥを抗体同士で挟むようにしてサンドイッチの構造を形成し、Ｖ
ＺＶを検出する。
【００１８】
（抗体の作製方法）
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　本明細書において「抗体」とは、ポリクローナル抗体やモノクローナル抗体等の天然型
抗体、遺伝子組換技術を用いて製造され得るキメラ抗体、ヒト化抗体や一本鎖抗体、ヒト
抗体産生トランスジェニック動物等を用いて製造され得るヒト抗体、ファージディスプレ
イによって作製された抗体およびこれらの結合性断片が含まれる。
　抗体産生動物種としては、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ウマ等である。免疫
グロブリンとしては、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤのいずれでもよい。
【００１９】
　一実施態様において、免疫原としてのＶＺＶｇＥペプチドは、既知の一般的な製造方法
によって製造することができる。すなわち、配列番号１のアミノ酸配列を含むＶＺＶから
抽出精製したｇＥタンパク質またはクローニングされたｇＥタンパク質の遺伝子を大腸菌
などの宿主で遺伝子工学的に発現させて抽出精製したｇＥタンパク質、さらにはｇＥタン
パク質の一部を構成するポリペプチドを免疫原として用いることができる。
【００２０】
　モノクローナル抗体は、常法に従って、上記免疫原で免疫したマウスの脾臓細胞と骨髄
腫細胞をハイブリッドさせ、目的とする抗体を産生するハイブリドーマを選択し、このハ
イブリドーマから産生されてくるモノクローナル抗体を収得する［例えば、ケーラーとミ
ルスタインの技法（Ｎａｔｕｒｅ　２５６（１９７５）４９５－４９７）を参照］。ポリ
クローナル抗体は、常法により、上記免疫原を産生動物（例えば、ヒト、マウス、ラット
、ウサギ、ヤギ、ウマ等）に免疫して得た抗血清中から目的とする抗体を分離することに
より得られる。
【００２１】
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマクローンのスクリーニングは、ハイブリ
ドーマを、例えばマイクロタイタープレート中で培養し、増殖の見られたウェルの培養上
清の上記免疫原に対する反応性を、例えばＥＬＩＳＡ等の酵素免疫測定法によって測定す
ることにより行うことができる。
【００２２】
　このハイブリドーマは、培地（例えば、１０％牛胎児血清を含むＤＭＥＭ）を用いて培
養し、その培養液の遠心上清をモノクローナル抗体溶液とすることができる。また、本ハ
イブリドーマを由来する動物の腹腔に注入することにより、腹水を生成させ、得られた腹
水をモノクローナル抗体溶液とすることができる。モノクローナル抗体は、単離および／
または精製されることが好ましい。
【００２３】
　ＶＺＶｇＥを認識する抗体のうち、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列の特定部位を認識する抗
体は、例えば、上記ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列の特定部位に相当するタンパク質の断片を
用いたウエスタンブロッティング等により、上記ＶＺＶｇＥを認識する抗体を産生するハ
イブリドーマの中から、上記ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列の特定部位に対してより強い反応
性を示す抗体を産生するハイブリドーマを選択することにより得ることができる。具体的
には実施例に示すように、例えばＶＺＶｇＥのアミノ酸配列の１－１８８番目を特異的に
認識する抗体は、以下のようなスクリーニングを行うことによって得られる。例えば、実
施例にて後述するように、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目のタンパク質の断片
により、上記ＶＺＶｇＥを認識する抗体を産生するハイブリドーマの中から、ＶＺＶｇＥ
のアミノ酸配列１－１８８番目に対してより強い反応性を示す抗体を産生するハイブリド
ーマを選択することができる。ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列の４８－８８番目、８９－１０
７番目、又は１０８－１３５番目を特異的に認識する抗体についても、同様にして得るこ
とができる。
【００２４】
　以上、本発明に使用する抗体の作製方法について記載したが、具体的には実施例にて詳
述する。
【００２５】
（本発明の免疫クロマト分析装置）
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　次に、図面を参照しながら本発明の免疫クロマト分析装置の一実施形態について説明す
る。なお本明細書において、「固定」とは、抗体が移動しないように膜等の担体に配置さ
れていることを意味し、「担持」または「保持」とは、膜等の担体の中または表面を移動
可能に配置されることを意味する。
【００２６】
　本発明の免疫クロマト分析装置の一実施形態としては、図１に示すように、試料添加部
（サンプルパッドともいう）（１）、標識物質保持部（コンジュゲートパッドともいう）
（２）、クロマトグラフ媒体部（３）、検出部（４）、吸収部（５）およびバッキングシ
ート（６）から構成されている。
【００２７】
　試料添加部（１）は、免疫クロマト分析装置において、検体（サンプル）を滴下する部
位である。試料添加部（１）では検体試料が迅速に吸収されるが、保持力は弱く、速やか
に検体試料が移動していくような性質の多孔質シートで構成することができる。多孔質シ
ートとしては、例えば、セルロース濾紙、ガラスファイバー濾紙、ポリウレタン、ポリア
セテート、酢酸セルロース、ナイロン、綿布等が挙げられる。
【００２８】
　標識物質保持部（２）は、後述する標識物質（マーカー物質）を含有しており、該標識
物質は抗体と結合した標識抗体として標識物質保持部（２）に担持されている。標識物質
と結合する抗体（第一抗体）は、上記したように、ＶＺＶｇＥを認識する抗体である。後
述する検出部に含有させる抗体（第二抗体）が、ＶＺＶｇＥを認識する抗体のうちＶＺＶ
ｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体でない場合は、標識物質と結合する抗
体（第一抗体）はＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体とする。標識
物質保持部内を検体が移動する際に、上記標識抗体（第一抗体）と検体中のＶＺＶとが結
合する。標識物質保持部（２）には、グラスファイバーまたはセルロースの膜が通常使用
される。
【００２９】
　標識物質保持部中の抗体（第一抗体）の含有量は、通常０．０３～０．５０μｇであり
、好ましくは０．０５～０．４μｇであり、より好ましくは０．１～０．３μｇである。
また、標識物質保持部の単位面積当たりの抗体（第一抗体）の含有量は、通常０．０５～
１．０μｇ／ｃｍ２であり、好ましくは０．１～０．８μｇ／ｃｍ２であり、より好まし
くは０．１７～０．６μｇ／ｃｍ２である。
【００３０】
　免疫クロマト分析における検出試薬の標識には、一般に酵素等も使用されるが、被検出
物質の存在を目視で判定するのに適していることから、標識物質としては不溶性担体を用
いることが好ましい。抗体を不溶性担体に感作することにより標識化した検出試薬を調製
することができる。なお、抗体を不溶性担体に感作する手段は、公知の方法に従えばよい
。
【００３１】
　標識物質としての不溶性担体には、金、銀もしくは白金のようなコロイド状金属粒子、
酸化鉄のようなコロイド状金属酸化物粒子、硫黄などのコロイド状非金属粒子及び合成高
分子よりなるラテックス粒子、またはその他を用いることができる。特に、金コロイド粒
子が、検出が簡便であり、かつ凝集しづらく非特異的な発色が起こりにくい点で好ましい
。金コロイドの粒子の平均粒径は、例えば１０ｎｍ～２５０ｎｍ、好ましくは３５ｎｍ～
１２０ｎｍである。平均粒径は、透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ：日本電子（株）製、ＪＥＭ
－２０１０）により、撮影した投影写真を用いて無造作に１００個の粒子を粒子の投影面
積円相当径を計測し、その平均値から算出することができる。標識物質保持部が含有する
金コロイド粒子は、標識物質保持部の単位面積あたり、通常０．０２５～１．５μｇ／ｃ
ｍ２であり、好ましくは０．０５～１．５μｇ／ｃｍ２であり、より好ましくは０．１～
１．０μｇ／ｃｍ２であり、さらに好ましくは０．２～０．６μｇ／ｃｍ２である。前記
範囲に設定することによって、標識された粒子が分散したまま展開し、抗体の認識部位が
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阻害されず高感度化できるからである。
【００３２】
　不溶性担体は、被検出物質の存在を視覚的に判定するのに適した標識物質であり、目視
による判定を容易にするためには有色であることが好ましい。コロイド状金属粒子及びコ
ロイド状金属酸化物粒子は、それ自体が粒径に応じた特定の自然色を呈するものであり、
その色彩を標識として利用することができる。
【００３３】
　クロマトグラフ媒体部（３）は、クロマトグラフの展開部位である。クロマトグラフ媒
体部（３）は、毛管現象を示す微細多孔性物質からなる不活性の膜である。クロマトグラ
フで使用される検出試薬、固定化試薬または被検出物質などと反応性を有しないという観
点から、また、本発明の効果が向上するという観点から、例えば、ニトロセルロース製の
メンブレン（以下、ニトロセルロースメンブレンともいう）や、酢酸セルロース製のメン
ブレン（以下、酢酸セルロースメンブレンともいう）が好ましく、ニトロセルロースメン
ブレンがさらに好ましい。なお、セルロース類メンブレン、ナイロンメンブレン及び多孔
質プラスチック布類（ポリエチレン、ポリプロピレン）も使用可能である。
【００３４】
　ニトロセルロースメンブレンとしては、ニトロセルロースが主体で含まれていればよく
、純品またはニトロセルロース混合品などニトロセルロースを主材とするメンブレンを使
用することができる。
【００３５】
　ニトロセルロースメンブレンは、さらに毛細管現象を促進させる物質を含有させること
もできる。該物質としては、膜面の表面張力を低下させ、親水性をもたらす物質が好まし
い。例えば、糖類、アミノ酸の誘導体、脂肪酸エステル、各種合成界面活性剤またはアル
コール等の両親媒性の作用を有する物質であって、被検出物質の移動に影響がなく、マー
カー物質（例えば金コロイド粒子など）の発色に影響を及ぼさない物質が好ましい。
【００３６】
　ニトロセルロースメンブレンは、多孔性であって、毛細管現象を示す。この毛細管現象
の指標は、吸水速度（吸水時間：ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｆｌｏｗ　ｔｉｍｅ）を測ること
で確認できる。吸水速度は、検出感度と検査時間に影響する。
【００３７】
　上記のようなニトロセルロースメンブレンや酢酸セルロースメンブレンに代表されるク
ロマトグラフ媒体部（３）の形態及び大きさは特に制限されるものではなく、実際の操作
の点及び反応結果の観察の点において適切であればよい。
【００３８】
　さらに操作をより簡便にするためには、クロマトグラフ媒体部（３）の裏面に、プラス
チックなどよりなる支持体を設けることが好ましい。この支持体の性状は特に制限される
ものではないが、目視判定によって測定結果の観察を行う場合には、支持体は、標識物質
によりもたらされる色彩と類似しない色彩を有するものであることが好ましく、通常、無
色又は白色であることが好ましい。
【００３９】
　検出部（４）は、前記クロマトグラフ媒体部（３）上に形成される。すなわち、ＶＺＶ
を認識する抗体が、クロマトグラフ媒体部（３）上の任意の位置に固定化される。該抗体
の固定化は常法に従って行うことができる。該抗体（第二抗体）は、標識物質と結合する
抗体（第一抗体）が、ＶＺＶｇＥを認識する抗体のうちＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１
８８番目を認識する抗体でない場合は、この検出部に含有させる抗体（第二抗体）はＶＺ
ＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体とする。
【００４０】
　検出部（４）における抗体（第二抗体）の含有量は、通常０．１～３．０μｇであり、
好ましくは０．３～２．０μｇであり、より好ましくは０．３～１．０μｇである。また
、検出部（４）の単位面積当たりの抗体（第二抗体）の含有量は、通常０．０４～１．０
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ｇ／ｃｍ２であり、好ましくは０．１２５～０．８μｇ／ｃｍ２であり、より好ましくは
０．１２５～０．４２μｇ／ｃｍ２である。
【００４１】
　また、クロマトグラフ媒体部（３）上には、非特異的な吸着により分析の精度が低下す
ることを防止するため、必要に応じて、クロマトグラフ媒体部（３）に、公知の方法でブ
ロッキング処理を行うことができる。一般にブロッキング処理はウシ血清アルブミン、ス
キムミルク、カゼインまたはゼラチン等のタンパク質が好適に用いられる。かかるブロッ
キング処理後に、必要に応じて、例えば、Ｔｗｅｅｎ２０、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００また
はＳＤＳ等の界面活性剤を１つ又は２つ以上組み合わせて洗浄してもよい。
【００４２】
　検出部（４）には、上記第二抗体の他に、コントロールとして抗ＩｇＧ抗体を担持させ
た抗ＩｇＧ抗体塗布部を設けてもよい。該部位は、抗原と反応しなかった標識抗体の標識
物質や上記第二抗体と反応しなかった標識抗体の標識物質はこの抗ＩｇＧ抗体塗布部で抗
ＩｇＧ抗体と反応し固定化され、展開が正常に行われていることを示すコントロールとし
て機能する。
【００４３】
　吸収部（５）は、クロマトグラフ媒体部（３）の末端に、検出部（４）を通過した検体
や展開液等の液体を吸収させるために設置される。本発明の免疫クロマト分析装置におい
て、吸収部（５）は、例えばグラスファイバーからなることができる。吸収部（５）がグ
ラスファイバーからなることによって、試料液の液戻りを大幅に低減することができる。
【００４４】
　バッキングシート（６）は、基材である。片面に粘着剤を塗布したり、粘着テープを貼
り付けることにより、片面が粘着性を有し、該粘着面上に試料添加部（１）、標識物質保
持部（２）、クロマトグラフ媒体部（３）、検出部（４）、および吸収部（５）の一部ま
たは全部が密着して設けられている。バッキングシート（６）は、粘着剤によって試料液
に対して不透過性、非透湿性となるようなものであれば、基材としては、特に限定されな
い。
【００４５】
　上記のようにして作製した免疫クロマト分析装置は、製品化する前に、通常乾燥処理に
施される。乾燥温度は例えば２０～５０℃、乾燥時間は０．５～１時間である。
【００４６】
（本発明の免疫クロマト分析キット）
　本発明の免疫クロマト分析キットは、上記の免疫クロマト分析装置と、検体（検体試料
または単に試料ということもある）を希釈して展開するための検体希釈液とを含む。
【００４７】
　本発明の免疫クロマト分析キットにおいて検体希釈液は、展開液としても使用すること
ができるものであるが、通常溶媒として水を用い、これに緩衝液、塩、および非イオン性
界面活性剤、さらに、例えば抗原抗体反応の促進または非特異的反応を抑制するためのタ
ンパク質、高分子化合物（ＰＶＰ等）、イオン性界面活性剤もしくはポリアニオン、また
は、抗菌剤、キレート剤等々の１種もしくは２種以上を加えてもよい。
【００４８】
　非イオン性界面活性剤としては、例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（商品名、ポリエ
チレングリコールモノ－ｐ－イソオクチルフェニルエーテル）、Ｔｗｅｅｎ２０（商品名
、ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート）、ＮＰ－４０（商品名　ノニデット４
０）、Ｂｒｉｊ３５、ノニオンＭＮ－８１１（日油社製）等が挙げられ、１種もしくは２
種以上を加えてもよい。
　好ましくは、検体希釈液が含有する非イオン性界面活性剤が、ＨＬＢ値６～１２の非イ
オン性界面活性剤を一種以上含むことである。更に好ましくはＨＬＢ値７～１１、最適に
はＨＬＢ値８～１０の非イオン性界面活性剤を一種以上含むことである。ＨＬＢ値６～１
２の非イオン性界面活性剤としては、好ましくは片末端が水酸基のポリオキシアルキレン
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エーテルが用いられる。片末端のアルキル基は、直鎖状であっても分岐鎖状であってもよ
く、繰り返しのアルキルエーテル基のアルキル部位についても、直鎖状であっても分岐鎖
状であってもよい。
【００４９】
　また、検体希釈液が含有する非イオン性界面活性剤が、ＨＬＢ値６～１２の非イオン性
界面活性剤を一種以上含むことに加え、ＨＬＢ値１３～１８の非イオン性界面活性剤を一
種以上含むことがより好ましい。その配合比としては、ＨＬＢ値６～１２の非イオン性界
面活性剤の総量（Ａ）に対するＨＬＢ値１３～１８の非イオン性界面活性剤の総量（Ｂ）
の質量比が、Ａ：Ｂ＝３０：７０～７０：３０であることが好ましい。より好ましくは、
Ａ：Ｂ＝４０：６０～６０：４０で用いられる。
【００５０】
　または、検体希釈液中で、検体試料から被検出物質（ＶＺＶｇＥ等）を抽出するために
、アルコール等の周知の疎水的な物質（疎水性物質）を検体希釈液に含有させたり、検体
を採取した直後に加えたりしてもよい。検体希釈液中に上記疎水性物質を含有させたり、
加えたりすることによって、検体を希釈するのと同時に検体から被検出物質（ＶＺＶｇＥ
等）を抽出することができるため、事前の抽出の手間を省くことができる上、検出感度を
高めることができるため好ましい。
【００５１】
　検体希釈液を展開液として用いる場合には、検体試料と展開液を予め混合した検体含有
液を、試料添加部上に供給・滴下して展開させることもできるし、先に検体試料を試料添
加部上に供給・滴下した後、展開液を試料添加部上に供給・滴下して展開させてもよい。
【００５２】
（本発明の免疫クロマト分析方法）
　本発明の免疫クロマト分析方法は以下の工程（１）～（４）を含み、上記の免疫クロマ
ト分析装置を用いて検体に含まれる被検出物質の水痘帯状疱疹ウイルス（Ｖａｒｉｃｅｌ
ｌａ－Ｚｏｓｔｅｒ　Ｖｉｒｕｓ、ＶＺＶ）を検出する方法であり、免疫クロマト分析装
置の標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなる
水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列１－１８８番目を
認識する抗体を含有し、以下の工程（１）～（４）を含む免疫クロマト分析方法である。
（１）検体希釈液により検体を希釈した検体含有液を試料添加部に添加する工程
（２）標識物質保持部に保持されている抗体により水痘帯状疱疹ウイルスを認識させる工
程
（３）前記検体及び抗体を移動相としてクロマトグラフ媒体部に展開させる工程
（４）展開された移動相中の水痘帯状疱疹ウイルスを検出部に含まれる抗体により検出す
る工程
　本発明の免疫クロマト分析方法に使用する前記免疫クロマト分析装置における標識物質
保持部及び検出部のいずれもが、ＶＺＶｇＥを認識する抗体を含有している。特に、標識
物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇ
Ｅのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を含有する。また、標識物質保持部及び
検出部の少なくとも一方が含有する抗体は、好ましくは、配列番号１のアミノ酸配列から
なるＶＺＶｇＥのうち、アミノ酸配列４８－１３５番目を認識する抗体であり、より好ま
しくは、標識物質保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列から
なるＶＺＶｇＥのうち、アミノ酸配列４８－８８番目、８９－１０７番目、及び１０８－
１３５番目の少なくともいずれか１つを認識する抗体であり、特に好ましくは、標識物質
保持部及び検出部の少なくとも一方が、配列番号１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇＥの
うち、アミノ酸配列１０８－１３５番目を認識する抗体である。
　各工程について以下に説明する。
【００５３】
（１）検体希釈液により検体を希釈した検体含有液を試料添加部に添加する工程
　工程（１）では、第一に、検体を、測定精度を低下させることなく、免疫クロマトグラ
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フ媒体中をスムーズに移動する程度の濃度に、検体希釈液で適宜調整または希釈して検体
含有液とするのが好ましい。検体希釈液は上述したものを使用できる。第二に、検体含有
液を試料添加部（１）上に、所定量（通常、０．１～２ｍｌ）滴下する。検体含有液が滴
下されると、検体含有液は試料添加部（１）中で移動を開始する。
【００５４】
　本発明において使用する検体試料は、被検出物質である水痘帯状疱疹ウイルスを含む可
能性のある検体試料であり、具体的には、水痘帯状疱疹ウイルスに感染した患者の水疱を
穿刺することによって得られる水疱内容液、又は咽頭拭い液等が挙げられるが、これらに
限定されない。
【００５５】
（２）標識物質保持部に保持されている抗体により水痘帯状疱疹ウイルスを認識させる工
程
　工程（２）は、工程（１）において試料添加部に添加された検体含有液を、標識物質保
持部（２）へと移動させ、標識物質保持部に保持されている標識物質が結合した抗体（第
一抗体）により検体中の被検出物質である水痘帯状疱疹ウイルスの糖タンパク質Ｅ（ＶＺ
ＶｇＥ）を認識させる工程である。
【００５６】
　標識物質は上記のものを使用できる。標識物質と結合する抗体（第一抗体）は、上記し
たように、ＶＺＶｇＥを認識する抗体である。同抗体は、試料添加部より展開されてきた
検体中のＶＺＶｇＥを認識し結合する。特に、標識物質と結合する抗体（第一抗体）が、
前者のＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体である場合は、同抗体は
、試料添加部より展開されてきた検体中のＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認
識し結合する。
【００５７】
（３）前記検体及び抗体を移動相としてクロマトグラフ媒体部に展開させる工程
　工程（３）は、工程（２）において被検出物質である水痘帯状疱疹ウイルスが標識物質
保持部において標識物質が結合した抗体に認識された後、検体および抗体を、クロマトグ
ラフ媒体部上を移動相として通過させる工程である。
【００５８】
（４）展開された移動相中の水痘帯状疱疹ウイルスを検出部に含まれる抗体により検出す
る工程
　工程（４）は、クロマトグラフ媒体部上を移動相として通過した検体中の水痘帯状疱疹
ウイルスにおけるＶＺＶｇＥが、抗原・抗体の特異的結合反応により、検出部に保持、即
ち、固定されている抗体と、前記工程（２）において標識物質が結合した抗体とによって
サンドイッチ状に挟まれるように特異的に反応結合して、検出部が着色する工程である。
　該抗体（第二抗体）は、上記したように、ＶＺＶｇＥを認識する抗体である。標識物質
と結合する抗体（第一抗体）が、後者のＶＺＶｇＥを認識する抗体のうちＶＺＶｇＥのア
ミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体でない場合は、この検出部には必ずＶＺＶｇＥ
のアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を含有させる。
　該抗体は、標識物質保持部より展開されてきた検体中のＶＺＶｇＥを認識し結合する。
特に、該抗体（第二抗体）が、前者のＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識す
る抗体である場合は、同抗体は、標識物質保持部より展開されてきた、第一抗体の結合し
たＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識し結合、捕捉する。
【００５９】
　標識物質保持部及び検出部のいずれか一方のみがＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８
番目を認識し結合する抗体を含有する場合、検出部に固定化された抗体（第二抗体）は、
標識物質保持部に担持された抗体（第一抗体）が結合した箇所と別の箇所に結合し、被検
出物質をサンドイッチ状に挟み、検出部が着色する。
【００６０】
　被検出物質である水痘帯状疱疹ウイルスが存在しない場合には、試料の水分に溶解した
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標識試薬は、クロマトグラフ媒体部上の検出部を通過しても特異的結合反応が起こらない
ので、検出部が着色しない。
【００６１】
　最後に、検体含有液の水分は、吸収部（５）へと移動する。
【実施例】
【００６２】
　以下、本発明を実施例によりさらに説明するが、本発明は下記例に制限されるものでは
ない。
【００６３】
［試験例１］ＶＺＶｇＥを認識する抗体の作製
　ＶＺＶのｇＥタンパク質（ＶＺＶｇＥ）のアミノ酸配列をＤＤＢＪ（国立遺伝学研究所
データベース）より入手した（配列番号１）。前記ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列から、膜貫
通ドメインを除いた細胞外領域である配列番号２に示すアミノ酸配列（１－５４４番目）
を特定し、対応する遺伝子配列を合成した。Ｈｉｓ－ｔａｇ発現用ベクターであるｐＥＴ
３０２／ＮＴ－Ｈｉｓを制限酵素ＥｃｏＲＩで切断した後、脱リン酸化処理としてアルカ
リフォスファターゼにより処理し、前記遺伝子配列と混合し、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ
　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２（タカラバイオ）を用いてライゲーション反応をおこなった。
　目的遺伝子を組み込んだ組換えＶＺＶｇＥプラスミドを組換え蛋白発現用宿主Ｅ．ｃｏ
ｌｉ　ＢＬ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（Ｎｏｖａｇｅｎ）に導入した。導入菌をＬＢ寒天平板
培地で培養し、得られたコロニーをＬＢ液体培地で培養した。さらに１ｍＭ　ＩＰＴＧ（
タカラバイオ）を添加して組換えＶＺＶｇＥの発現を誘導した後、Ｅ．ｃｏｌｉを回収し
た。回収した菌を可溶化バッファー［０．５％Ｔｒｉｒｏｎ　Ｘ－１００（ｓｉｇｍａ）
、１０ｍＭ　Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ、２０ｍＭ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅおよび０．５Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ（ｐＨ７．４）（Ａｍｅｒｓｈａｍ）］に再浮遊し、超音波処理により可溶化した後
、組換えＶＺＶｇＥをＨｉｓ　ｔｒａｐ　Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を用いて精製した
。この精製タンパク質をリン酸緩衝生理食塩水（以下、ＰＢＳと称する）に対して透析し
、目的の組換えＶＺＶｇＥとした。
【００６４】
　得られた組換えＶＺＶｇＥを免疫用抗原として、組換えＶＺＶｇＥに対するモノクロー
ナル抗体（以下、抗ＶＺＶｇＥ抗体と称する）を作出した。モノクローナル抗体の作出は
次のように、常法に従っておこなった。１００μｇの組換えＶＺＶｇＥと等量のＡｄｕｖ
ａｎｔ　Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｆｒｅｕｎｄ（Ｄｉｆｃｏ）を混合して、マウス（ＢＡＬＢ
／ｃ、５週齢、日本ＳＬＣ）に３回免疫し、その脾臓細胞を細胞融合に用いた。細胞融合
には、マウスの骨髄腫細胞であるＳｐ２／０－Ａｇ１４細胞（Ｓｈｕｌｍａｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，２７６，２６９－２７０，１９７８）を用いた。細胞の培養には、Ｄｕｌｂｅｃ
ｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（Ｇｉｂｃｏ）にＬ－グルタミ
ン　０．３ｍｇ／ｍｌ、ペニシリンＧカリウム　１００単位／ｍｌ、硫酸ストレプトマイ
シン　１００μｇ／ｍｌ、Ｇｅｎｔａｃｉｎ　４０μｇ／ｍｌを添加し（ＤＭＥＭ）、こ
れに牛胎児血清（ＪＲＨ）を１０％となるように加えた培養液を用いた。細胞融合は、免
疫マウスの脾臓細胞とＳｐ２／０－Ａｇ１４細胞を混合し、そこにＰｏｌｙｅｔｈｙｌｅ
ｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｓｉｇｍａ）を添加することにより行った。融
合細胞はＨＡＴ－ＤＭＥＭ［０．１ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｈｙｐｏｘａｎｔｉｎｅ、０．
４μＭ　Ａｍｉｎｏｐｔｅｒｉｎおよび０．０１６ｍＭ　Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ（Ｇｉｂｃ
ｏ）を含む血清加ＤＭＥＭ］で培養し、酵素結合抗体法（ＥＬＩＳＡ）により培養上清中
の抗体産生を確認した。抗体産生陽性の細胞をＨＴ－ＤＭＥＭ［０．１ｍＭ　Ｓｏｄｉｕ
ｍ　Ｈｙｐｏｘａｎｔｉｎｅおよび０．１６ｍＭ　Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅを含む血清加ＤＭ
ＥＭ］で培養し、さらに血清加ＤＭＥＭで培養を続けた。
【００６５】
　クローニングした細胞は、２，６，１０，１４－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａｄ
ｅｃａｎｅ（Ｓｉｇｍａ）を接種しておいたマウス（ＢＡＬＢ／ｃ、リタイア、日本ＳＬ
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Ｃ）に腹腔内接種し、腹水を採取した。この腹水をプロテインＧカラムに供し、モノクロ
ーナル抗体を精製した。
　最終的にＶＺＶｇＥを認識するモノクローナル抗体産生細胞が２３クローン得られた。
【００６６】
　［試験例２］ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を産生する細胞
のスクリーニング
　試験例１で得られたＶＺＶｇＥに認識するモノクローナル抗体産生細胞の２３クローン
のうち、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を産生する細胞をスク
リーニングするため、以下の実験を行った。
　試験例１と同様の方法で、配列番号１のアミノ酸配列からなるＶＺＶｇＥのうち、アミ
ノ酸配列１－１８８番目からなるリコンビナントタンパク質を作製し以下の実験に用いた
。
　作製した０．０１ｍｇ／ｍｌのＶＺＶｇＥ（アミノ酸配列１－１８８番目）リコンビナ
ントタンパク質溶液を、１０％の２－メルカプトエタノールを添加した２×Ｔｒｉｓ－Ｇ
ｌｙｃｉｎｅ　ＳＤＳ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ（ＴＥＦＣＯ社製）と等量で混合し
、１００℃で１０分間加熱し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、レディ
ーゲル　Ｊ５－２０％　１２ｗｅｌｌ（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）を用いて、公知の標準的な
方法に従った。泳動後のゲルからタンパク質をＳｅｑｕｉ－Ｂｌｏｔ　ＰＶＤＦ　Ｍｅｍ
ｂｒａｎｅ（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）にブロッテイング装置（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）により
転写した。転写後のＰＶＤＦ膜をイムノブロック（ＤＳファーマラボラトリーズ）で室温
にて１時間ブロッキングした。
　ブロッキング液を除き、ＰＶＤＦ膜を０．０５％のＴｗｅｅｎ２０（商品名）を含むＰ
ＢＳ（以下、Ｔ－ＰＢＳという。）で１０分間３回洗浄後、試験例１で得られた２３のモ
ノクローナル抗体産生細胞から産生されたモノクローナル抗体を含む培養上清とともに室
温で１時間インキュベートした。抗体の濃度をそれぞれ１０μｇ／ｍｌに調製し、１レー
ン当たり１．０μｇのＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質と反応させた。ＰＶＤＦ膜を
Ｔ－ＰＢＳで１０分間３回洗浄後、Ｔ－ＰＢＳで５０００倍に希釈したアルカリフォスフ
ァターゼ標識抗マウスＩｇＧ（ＳＩＧＭＡ社製）とともに室温で３０分間インキュベート
した。Ｔ－ＰＢＳで１０分間３回洗浄後、発色基質である１－ＳｔｅｐＴＭ　ＮＢＴ／Ｂ
ＣＩＰ（ＰＩＥＲＣＥ社製）とともにＰＶＤＦ膜をインキュベートして、ＰＶＤＦ膜に結
合した抗体を可視化した。その結果、２１ｋＤａのバンド（ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１
－１８８番目に相当）が、２３のモノクローナルの中から複数検出できた。後述する免疫
クロマト分析試験に供するため、当該抗体のうちから任意に２種類の抗体を選び、該抗体
を産生するハイブリドーマをクローニングして、この２つの独立したクローンを選び、そ
れぞれをハイブリドーマＡ，Ｂと命名した。また、ハイブリドーマＡ，Ｂがそれぞれ産生
する抗体を、抗体Ａ，Ｂと命名した。両抗体は、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番
目を認識する抗体である。該ハイブリドーマ２株から得られたモノクローナル抗体のサブ
クラスはいずれもＩｇＧ１であった。
【００６７】
［試験例３］免疫クロマト分析
　本試験では、試験例２で得られた抗体Ａ，Ｂを標識物質保持部及び検出部のいずれかに
用いた免疫クロマト分析装置を作製し、免疫クロマト分析を行った。
＜免疫クロマト分析装置の作製＞
　（１）試料添加部の作製
　試料添加部としてグラスファイバーからなる不織布（ミリポア社製：３００ｍｍ×３０
ｍｍ）を用いた。
　（２）標識物質保持部の作製
　金コロイド懸濁液（田中貴金属工業社製：ＬＣ４０ｎｍ）０．５ｍｌに、リン酸緩衝液
（ｐＨ７．４）で０．０５ｍｇ／ｍｌの濃度になるように希釈した抗体（抗体Ａ，Ｂのい
ずれか１つ）を０．１ｍｌ加え、室温で１０分間静置した。
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　次いで、１質量％の牛血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）を
０．１ｍｌ加え、更に室温で１０分間静置した。その後、十分撹拌した後、８０００×ｇ
で１５分間遠心分離を行い、上清を除去した後、１質量％のＢＳＡを含むリン酸緩衝液（
ｐＨ７．４）を０．１ｍｌ加えた。以上の手順で標識物質溶液を作製した。
　上記作製した標識物質溶液３００μＬに３００μＬの１０質量％トレハロース水溶液と
１．８ｍＬの蒸留水を加えたものを１２ｍｍ×３００ｍｍのグラスファイバーパッド（ミ
リポア社製）に均一になるように添加した後、真空乾燥機にて乾燥させ、標識物質保持部
を作製した。
【００６８】
　（３）クロマトグラフ媒体部および検出部の作製
　メンブレンとしてニトロセルロースからなるシート（ミリポア社製、商品名：ＨＦ１２
０、３００ｍｍ×２５ｍｍ）を用いた。
　次に、５質量％のイソプロピルアルコールを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で１．０
ｍｇ／ｍｌの濃度になるように、抗体（抗体Ａ，Ｂのいずれか１つ）を希釈した溶液１５
０μＬを、乾燥されたメンブレン上の検出部位（検出ライン）に１ｍｍの幅でイムノクロ
マト用ディスペンサー「ＸＹＺ３０５０」（ＢＩＯＤＯＴ社製）を用いて１μＬ／ｍｍの
量（１シートあたり２５μＬ）でライン状に塗布した。
　また、金ナノ粒子標識試薬の展開の有無や展開速度を確認するために検出部位の下流に
、金ナノ粒子標識物質と広く親和性を有するヤギ由来抗血清をリン酸緩衝液（ｐＨ７．４
）で希釈した液をコントロール部位（コントロールライン）に塗布した。その後、５０℃
で３０分間乾燥させ、室温で一晩乾燥させ、クロマトグラフ媒体部および検出部を作製し
た。
　（４）免疫クロマト分析装置の作製
　次に、バッキングシートから成る基材に、試料添加部、標識物質保持部、検出部を有す
るクロマトグラフ媒体部、展開した試料や標識物質を吸収するための吸収部としてグラス
ファイバー製の不織布を順次貼り合わせた。そして、裁断機で幅が５ｍｍとなるように裁
断し、免疫クロマト分析装置とした。なお、標識物質保持部の試料展開方向の長さを１２
ｍｍとした。
【００６９】
　（５）検体希釈液
　１質量％の非イオン性界面活性剤ＮＰ－４０（ナカライテスク社製、商品名：ノニデッ
トＰ－４０、ＨＬＢ値１７．７）と、ノニオンＭＮ－８１１（日油社製、商品名：ノニオ
ンＭＮ－８１１、ＨＬＢ値８．３）との質量比１：１混合物を含む５０ｍＭのＨＥＰＥＳ
緩衝液（ｐＨ７．５）、を調製し、検体を希釈処理するための検体希釈液とした。
【００７０】
＜測定＞
　試験例２で作製した０．１ｍｇ／ｍｌのＶＺＶｇＥ（アミノ酸配列１－１８８番目）リ
コンビナントタンパク質を抗原として、上記作製した免疫クロマト分析装置を用いた場合
の、検出部における発色強度を測定した。上記抗原は、上記検体希釈液で１００倍に希釈
し、検体試料とした。
【００７１】
　上記それぞれの検体試料１５０μＬを免疫クロマト分析装置の試料添加部上に載せて展
開させ、検出部の着色の度合い（発色強度）を目視で確認した。結果を表１に示す。
　なお表１中の評価基準は以下の通りである。
　±：発色は確認できるが非常に色が薄いもの
　＋＋：強い発色を確認できるもの
【００７２】
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【表１】

【００７３】
　表１の結果により、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１－１８８番目を認識する抗体を免疫ク
ロマト分析装置に用いることによって、ＶＺＶを検出することができることが分かった。
【００７４】
［試験例４］ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列４８－１３５番目を認識する抗体のスクリーニン
グ
　試験例１で得られたＶＺＶｇＥに対するモノクローナル抗体のうち、ＶＺＶｇＥのアミ
ノ酸配列４８－１３５番目を認識する抗体をスクリーニングするため、以下の実験を行っ
た。
　０．０１ｍｇ／ｍｌのＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質溶液（ＣａｌＢｉｏｒｅａ
ｇｅｎｔ社）を、１０％の２－メルカプトエタノールを添加した２×Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙｃ
ｉｎｅ　ＳＤＳ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ（ＴＥＦＣＯ社製）と等量で混合し、１０
０℃で１０分間加熱し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、レディーゲル
　Ｊ５－２０％　１２ｗｅｌｌ（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）を用いて、公知の標準的な方法に
従った。泳動後のゲルからタンパク質をＳｅｑｕｉ－Ｂｌｏｔ　ＰＶＤＦ　Ｍｅｍｂｒａ
ｎｅ（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）にブロッテイング装置（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）により転写し
た。転写後のＰＶＤＦ膜をイムノブロック（ＤＳファーマラボラトリーズ）で室温にて１
時間ブロッキングした。
　ブロッキング液を除き、ＰＶＤＦ膜を０．０５％のＴｗｅｅｎ２０（商品名）を含むＰ
ＢＳ（以下、Ｔ－ＰＢＳという。）で１０分間３回洗浄後、試験例１で得られた２３のモ
ノクローナル抗体産生細胞から産生されたモノクローナル抗体を含む培養上清とともに室
温で１時間インキュベートした。抗体の濃度をそれぞれ１０μｇ／ｍｌに調製し、１レー
ン当たり１．０μｇのＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質と反応させた。ＰＶＤＦ膜を
Ｔ－ＰＢＳで１０分間３回洗浄後、Ｔ－ＰＢＳで５０００倍に希釈したアルカリフォスフ
ァターゼ標識抗マウスＩｇＧ（ＳＩＧＭＡ社製）とともに室温で３０分間インキュベート
した。Ｔ－ＰＢＳで１０分間３回洗浄後、発色基質である１－ＳｔｅｐＴＭ　ＮＢＴ／Ｂ
ＣＩＰ（ＰＩＥＲＣＥ社製）とともにＰＶＤＦ膜をインキュベートして、ＰＶＤＦ膜に結
合した抗体を可視化した。その結果、ＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質に相当する１
１ｋＤａのバンド（ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列４８－１３５番目に相当）が、２３のモノ
クローナルの中から６つ検出できた。当該抗体を産生するハイブリドーマをクローニング
して、この６つの独立したクローンを選び、それぞれをハイブリドーマ１，２，３，４，
５及び６と命名した。また、ハイブリドーマ１，２，３，４，５及び６がそれぞれ産生す
る抗体を、抗体１，２，３，４，５及び６と命名した。なお、抗体２は試験例２及び３に
おける抗体Ａに該当し、抗体６は試験例２及び３における抗体Ｂに該当する。該ハイブリ
ドーマ６株から得られたモノクローナル抗体のサブクラスは全てＩｇＧ１であった。
【００７５】
［試験例５］ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列４８－８８番目、８９－１０７番目、１０８－１
３５番目を認識する抗体のスクリーニング
　０．０１ｍｇ／ｍｌのＶＺＶｇＥペプチド断片（配列番号１のアミノ酸配列４８－８８
番目、８９－１０７番目、１０８－１３５番目）を、ペプチドの化学合成法の常法である
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ペプチド固相化合成法により合成し以下の実験を行った。上記各ペプチド断片を１０％の
２－メルカプトエタノールを添加した２×Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙｃｉｎｅ　ＳＤＳ　Ｓａｍｐ
ｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ（ＴＥＦＣＯ社製）と等量で混合し、１００℃で１０分間加熱し、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥに供した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、レディーゲル　Ｊ５－２０％　１２ｗｅ
ｌｌ（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）を用いて、公知の標準的な方法に従った。泳動後のゲルから
タンパク質をＳｅｑｕｉ－Ｂｌｏｔ　ＰＶＤＦ　Ｍｅｍｂｒａｎｅ（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製
）にブロッテイング装置（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）により転写した。転写後のＰＶＤＦ膜を
イムノブロック（ＤＳファーマラボラトリーズ）で室温にて１時間ブロッキングした。ブ
ロッキング液を除き、ＰＶＤＦ膜を０．０５％のＴｗｅｅｎ２０（商品名）を含むＰＢＳ
（以下、Ｔ－ＰＢＳという。）で１０分間３回洗浄後、上記抗体１，２，３，４，５及び
６とともに室温で１時間インキュベートした。抗体の濃度をそれぞれ１０μｇ／ｍｌに調
製し、１レーン当たり１．０μｇのＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質と反応させた。
ＰＶＤＦ膜をＴ－ＰＢＳで１０分間３回洗浄後、Ｔ－ＰＢＳで５０００倍に希釈したアル
カリフォスファターゼ標識抗マウスＩｇＧ（ＳＩＧＭＡ社製）とともに室温で３０分間イ
ンキュベートした。Ｔ－ＰＢＳで１０分間３回洗浄後、発色基質である１－ＳｔｅｐＴＭ

　ＮＢＴ／ＢＣＩＰ（ＰＩＥＲＣＥ社製）とともにＰＶＤＦ膜をインキュベートして、Ｐ
ＶＤＦ膜に結合した抗体を可視化した。各ＶＺＶｇＥペプチド断片（配列番号１のアミノ
酸配列４８－８８番目、８９－１０７番目、１０８－１３５番目）に相当するバンドが検
出できなかったものを－、検出できたものを＋として、結果を表２に示す。
【００７６】
【表２】

【００７７】
　この結果、抗体１～３はＶＺＶｇＥのアミノ酸配列４８－８８番目を認識し、抗体４、
５はＶＺＶｇＥのアミノ酸配列１０８－１３５番目を認識し、抗体６はＶＺＶｇＥのアミ
ノ酸配列８９－１０７番目を認識することがわかった。
【００７８】
［試験例６］免疫クロマト分析
　本試験では、試験例２で得られた抗体１～６のいずれかを用いた免疫クロマト分析装置
を作製し、免疫クロマト分析を行った。
＜免疫クロマト分析装置の作製＞
　（１）試料添加部の作製
　試料添加部としてグラスファイバーからなる不織布（ミリポア社製：３００ｍｍ×３０
ｍｍ）を用いた。
　（２）標識物質保持部の作製
　金コロイド懸濁液（田中貴金属工業社製：ＬＣ４０ｎｍ）０．５ｍｌに、リン酸緩衝液
（ｐＨ７．４）で０．０５ｍｇ／ｍｌの濃度になるように希釈した抗体（抗体１～６のい
ずれか１つ）を０．１ｍｌ加え、室温で１０分間静置した。
　次いで、１質量％の牛血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）を
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０．１ｍｌ加え、更に室温で１０分間静置した。その後、十分撹拌した後、８０００×ｇ
で１５分間遠心分離を行い、上清を除去した後、１質量％のＢＳＡを含むリン酸緩衝液（
ｐＨ７．４）を０．１ｍｌ加えた。以上の手順で標識物質溶液を作製した。
　上記作製した標識物質溶液３００μＬに３００μＬの１０質量％トレハロース水溶液と
１．８ｍＬの蒸留水を加えたものを１２ｍｍ×３００ｍｍのグラスファイバーパッド（ミ
リポア社製）に均一になるように添加した後、真空乾燥機にて乾燥させ、標識物質保持部
を作製した。
【００７９】
　（３）クロマトグラフ媒体部および検出部の作製
　メンブレンとしてニトロセルロースからなるシート（ミリポア社製、商品名：ＨＦ１２
０、３００ｍｍ×２５ｍｍ）を用いた。
　次に、５質量％のイソプロピルアルコールを含むリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で１．０
ｍｇ／ｍｌの濃度になるように、抗体（抗体１～６のいずれか１つ）を希釈した溶液１５
０μＬを、乾燥されたメンブレン上の検出部位（検出ライン）に１ｍｍの幅でイムノクロ
マト用ディスペンサー「ＸＹＺ３０５０」（ＢＩＯＤＯＴ社製）を用いて１μＬ／ｍｍの
量（１シートあたり２５μＬ）でライン状に塗布した。
　また、金ナノ粒子標識試薬の展開の有無や展開速度を確認するために検出部位の下流に
、金ナノ粒子標識物質と広く親和性を有するヤギ由来抗血清をリン酸緩衝液（ｐＨ７．４
）で希釈した液をコントロール部位（コントロールライン）に塗布した。その後、５０℃
で３０分間乾燥させ、室温で一晩乾燥させ、クロマトグラフ媒体部および検出部を作製し
た。
　（４）免疫クロマト分析装置の作製
　次に、バッキングシートから成る基材に、試料添加部、標識物質保持部、検出部を有す
るクロマトグラフ媒体部、展開した試料や標識物質を吸収するための吸収部としてグラス
ファイバー製の不織布を順次貼り合わせた。そして、裁断機で幅が５ｍｍとなるように裁
断し、免疫クロマト分析装置とした。なお、標識物質保持部の試料展開方向の長さを１２
ｍｍとした。
【００８０】
　（５）検体希釈液
　１質量％の非イオン性界面活性剤ＮＰ－４０（ナカライテスク社製、商品名：ノニデッ
トＰ－４０、ＨＬＢ値１７．７）と、ノニオンＭＮ－８１１（日油社製、商品名：ノニオ
ンＭＮ－８１１、ＨＬＢ値８．３）との質量比１：１混合物を含む５０ｍＭのＨＥＰＥＳ
緩衝液（ｐＨ７．５）、を調製し、検体を希釈処理するための検体希釈液とした。
【００８１】
＜測定＞
　０．０１ｍｇ／ｍｌのＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質（ＣａｌＢｉｏｒｅａｇｅ
ｎｔ社）を抗原として、上記作製した免疫クロマト分析装置を用いた場合の、検出部にお
ける発色強度を測定した。上記抗原は、上記検体希釈液で１００倍に希釈し、検体試料と
した。
【００８２】
　上記それぞれの検体試料１５０μＬを免疫クロマト分析装置の試料添加部上に載せて展
開させ、検出部の着色の度合い（発色強度）を目視で確認した。結果を表３示す。
　なお表３中の評価基準は以下の通りである。
　－：発色を確認できないもの
　±：発色は確認できるが非常に色が薄いもの
　＋：発色を確認できるもの
　＋＋：強い発色を確認できるもの
　＋＋＋：非常に強い発色が確認できるもの
【００８３】
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【表３】

【００８４】
　表３の結果により、ＶＺＶｇＥのアミノ酸配列４８－１３５番目を認識する抗体を免疫
クロマト分析装置に用いて、ＶＺＶを検出することができることが分かった。特に、ＶＺ
ＶｇＥのアミノ酸配列１０８－１３５番目を認識する抗体（抗体４、５）を、標識物質保
持部または検出部のいずれか一方に含有させた場合に、ＶＺＶをより強く検出することが
できることが分かった。
【００８５】
［試験例７］実検体による免疫クロマト分析
　ＶＺＶを含有する検体試料として、ＶＺＶ感染者の水疱内容液を用いたことを除いて、
試験例６を繰り返した。水疱内容液は、ＶＺＶ感染者である被験者の水疱を穿刺すること
により採取した。また、採取した水疱内容液は、上記検体希釈液で１０倍に希釈し、検体
試料とした。
【００８６】
　上記それぞれの検体試料１５０μＬを免疫クロマト分析装置の試料添加部上に載せて展
開させ、検出部の着色の度合い（発色強度）を目視で確認した。結果を表４示す。
　なお表４中の評価基準は以下の通りである。
　－：発色を確認できないもの
　±：発色は確認できるが非常に色が薄いもの
　＋：発色を確認できるもの
　＋＋：強い発色を確認できるもの
　＋＋＋：非常に強い発色が確認できるもの
【００８７】
【表４】

【００８８】
　検体試料を実検体とした場合も、ＶＺＶｇＥリコンビナントタンパク質を抗原とした試
験例６と同様の結果となった。
【符号の説明】
【００８９】
１　試料添加部（サンプルパッド）
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２　標識物質保持部
３　クロマトグラフ媒体部
４　検出部
５　吸収部
６　バッキングシート

【図１】
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